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NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
07 May 2001 (07.05.01) 




International application No. 
PCT/DE00/a2748 


Applicant's or agent* s file reference 
401167GA 


International filing date (day/month/year) 
11 August 2000 (11.08.00) 


Priority date (day/month/year) 
14 August 1999(14.08.99) 


Applicant 

BERTLING, Wolf 



1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

08 March 2001 (08.03.01) 



I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election ^X^ 

□ 



was 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 


Authorized officer 






34, chemin des Colombettes 


Antonia Muller . 




121 1 Geneva 20, SwHzeriand 






Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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VERTRAOIJBER DIE INTERNATIONALE ZKJMJ^ 
IF DEM GEBIET DES PATENTI^^ 



MMENARBEIT 
ENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 


PCT 

MITTEILUNG OBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel 44.1 POT) 


An 

GASSNER, Wolfgang 
Nagel sbachstrasse 49a 
D-91052 Eriangen 

GEKrlANY 


Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 27/02/2001 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
401167GA 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 00/02748 


Internationales Anmeldedatum 
(Tagm>naVJahr) n/08/2000 


Anmelder 

NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT GESELLSCHAFT FUR MOLEK 



fxl Dem Anmelder wird mitgeteilt, daO der Internationale Recherchenbericht erstellt wurde. und Ihm hIermIt Qbermlttell wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklamng nach Artlkel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die AnsprQche der internatlonalen Anmeldung Sndem (siehe Regel 46): 

IW7 



3. 



□ 
□ 



Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen Ijetragt Oblichenveise zwei Monate ab der Ubennittiung des 
Internatlonalen Recherchenberlchts; weltere Einzelheiten sInd den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmitteibar beim Internatlonalen BQro der WlPO, 34, CHEMIN des Colombettes. CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr,: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

IDem Anmelder wird mitgeteilt. daB kein Intemationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB Ihm hiermit die Erkiamna nach 
Artlkel 17(2)a)ubermitteit wird. . 



HinsichUich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzllchen GebQhr (zusatzllcher GebQhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daB 

I I der WIderspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit selnem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
' — ' Widerspruchs als auch der Entscheidung hierOber an die Bestimmungsamter dem Intemationalen Buro ubennitteit worden 
sind. 

□ noch kelne Entscheidung Qber den WIderspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrlchtlgt. sobald eine Entscheiduna 
getroffen wurde. ^ 

4. Welteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom Intemationalen Buro verOffent- 
licht. V\mi der Anmelder die Verdffentlichung verhindem Oder auf einen spSteren Zeltpunkt verschieben, so muB gemSB Regel 90 .1 
bzw. 90r !3 vor AbschluB der technischen Vorbereltungen fur die Internationale VerOffentllchung eine ErkiSrung Qber die Zurucknah- 
me der internatlonalen Anmeldung Oder des Prioritatsanspruchs beim Intemationalen BQro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum 1st ein Antrag auf intemationale voriaufige PrQfung einzureichen. wenn der 
Anmelder den Eintritt in die natlonale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (In manchen Amtem soaar noch lanaer) 
verschieben mdchte. , 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fOr den Eintritt In die natlonale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestlmmungsamtem vomehmen, die nicht Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum In der 
Anmeldung oder einer nachtragllchen Auswahleridarung ausgewahit wurden Oder nIcht ausgewahit warden konnten. da fOr sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Intemationalen RecherchenbehOrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Geertruida Groene veld-Van der Spek 



Formblatt PCT/ISA/220 (Jull 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



V 
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KUNGEN ZU FORMBLATT PCT/IS, 



Oiese Anmwkungon sollen grundlegende Hinweise zur Einreiehung von Anderungen gemflB Artitol 1 9 geben. Diesen Anmertainaen 
liegen die Erfordernisse des Vertrags aber die infemationaJ© Zusammenaifoeil auf dam Gebiet das Patentwesans (PCT) der AusUhninos- 
ordhung und der VetwattungsnchUinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abwehshungsn zwiaehan diesen Anmerliungen und 
WIPO*?i!?^IltaShmoir maOgebend. NShere Einzelhetten sind dem PCT-LeiMaden Mr Anmelder. einer Ver«ffentKohung der 

^r^*^:^^^^^^"^ -ArtikeT •Regerund-Abschnm- beziehen sioh jeweil. auf die Bestimmungen des 

PCT-Veitrags. der PCT-AusfQhrungsordnung fazw. dor PCT-VerwaltungsrichtHnien. 

HINWEISE ZU Anderungen gemAss artikel 19 

Naoh Erhalt deainternaeonalen ReeherrtienbericWs hat der Anrnafctor die MOgtichkeit, einmal die Ansprflohe der intemationalen 
Anmeldung zu findern. Ea ist jedooh zu betonen. dafl. da alia Teile der intemationalen Anmeldung (AnaprOohe, Beachreibung und 

M TP^*^""!*^ intemationaten vorlSufigen PrOtungsverfahrens geflndert warden kfl^. nS^e^SS^^in^ NcX^digkeit 
'T^Sr^'.'^^P^""'" ^ 3 einzureichen. auBer wenn der AnmeUer z.B. zu^ ZwmO^l^vtrtLSa^ 

len VerOffontbohung voriiegt. Wederhm ist zu beachten, daB ein vortaufiger Sottutz nur in einigen Saalen erhattioh ist 



Welctw Telle der intwnaUonalan Anmeldung k6nnen geflndert wenfen? 
Int Rahman von Artikel 1 9 kflnnen nur die AnspfOche geOndert wenten. 

Ui^^tS^^^^Ttt^^'^ ^ intemationalen voriftufigen PrtJfung beauf- 

v^r nS^^tS^!^^L^^S!!:^'^2:^^!:^'h O-^Beschreibung und <Se Ze^hnungen kdnnen nSTnach Artikel 34 
vor der mA dermtemalionalen VDtUufigen PrOf ung beauftragten Behfifde gefindert werden. 

♦T'SSlrt iliSl!*^*^ "^^"^ ««»rnationalen AnmeMung nach Aitikal 28 oder gegebenenfalls Artikel 



Bis wann slnd Anderungen einzureichen? 

Wo Slnd 4i« Anderungen nidit aifiaifvieton? 

SniSS^^^ IntemaBonalen BOro, nieht aber beim Anii»«deamt oder der Intemationalen ReoherahenbehMe 

Falls ein Antrag auf Internationale vori&ufige PrMmg eingereicht wurdeMrd, sishe unten. 
In welcher Form kannen Andeningen erf olgen? 

f !I?I!^2^I12S!l"'!L®'?^u Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprOche, durch HinzufOgung eines oder mehrerer 

neuer AnsprOohe oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer AnsiiSche in der eingereiSStefi F^ "*^r^r 

tt^^^^r^J^A!^^ erschelnen Sind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wild ein Anspoich geslrichen, so 

nJ^^J"^^^^ ^ Neunun,er«n,ng sind die Ans^che^rtlaure^d fu 

Die Anderungen slnd In der Spraehe ebzufassen. In der dielntematlonale Anmeldung veidfientllGhl wM. 

Welche Untertogen slnd den Anderungen beixufOgen? 
Beglettschrelben (Absohnitt 205 b)): 

Die Andeningen sind mit einem Beglettschreiben einzureichen. 

Das Begieitsehreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmetdung und den oeflndaiten AnanrOehAn %».Afh»»u^* c 
ist nichtzuverwechsem mit der -Ertdaning nach Artikel ISCirCsieheunteT^lrSS^^^^^ ^ 

tas Begieitsehreiben Ist nach Wahl des Anmelders In engfischer oder franzdsischer Sorache abzufassm R«i Miftii«^kMM^ 



Anmerfojngen zu Formtilatt PCT/ISA>220 (Blatt 1 ) (Januar 1 994) 

BNSDOCID: <XSISA220NODEP4 I > 
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ANMER^H^EN ZU FORMBLATT PCT/lSA/220 ( tzung) 

Im Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprQchen in der etngereichten Fassung und den gefinderten AnsprOohen 
anzugeben. So ist insbesondere zu jedem Anspruch in der Internationa ten Annieldung anzugeben (gleichtautende Angaben zu 
verschiedenen AnsprOchen Kdnnen zusammengefaSt warden), ob 

0 der Anspruch unverftndert ist; 

it) der Anspruch gestrichen worden ist; 

iiO der Anspruch neu ist; 

iv) der Anspruch einen Oder mehrereAnsprOohe in der eingereiehiten Fassung ersetzt; 

V) der Anspruch auf die Teilung eines Anspruehs in der eingereaehten Fassung zurQckzufOhren ist 

Im folgenden sind Belspiele angegeben, wie Andarungen im Beglettachreiben zu erttutem sind: 

1 . (Wenn anstelle von ursprflngiich 48 AnsprOchen nach der Anderung einiger AnsprOche 51 AnsprOche existieren]' 

^ ^' • ^' 35, 37 bis 46 werden durch gednderte AnsprOche gleicher Numerierung ere^; AnsprOche 
30, 33 und 36 unverandeit; neue AnsprOche 48 bts 51 hinzugefOgt * », -h* 

2. (Wenn anstalle von ursprOnglieh 1 5 AnsprOchen nach der Anderung aller AnsprOche 1 1 AnsprOche existiereni* 
*GeAnderte AnsprOche 1 bis 1 1 treten an die StaHe der AnsprOche 1 bis 1 5." 

3. [Wenn ursprOnglieh 1 4 AnsprOche existierten und die Andeningen darin bestehen, daO einige AnsprOche gestrichen werden und 
neue AnsprOche hinzugetOgt werden]: 

Anspi^chel bis6und 1 4 unverdndert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt."Oder" An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15. 16 und 17 hinzugefOgt; alle Obrigen AnsprOche unver&ndeit." 

4. [Wenn versehiedene Arten von Anderungen durchgefOhrt werden]: 

•AnsprOche 1 -1 0 unverftndert; AnsprOche 1 1 bis 1 3, 1 6 und 1 9 gestrichen; AnsprOche 1 4. 1 5 und 1 6 duioh geftnderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 1 7 in geAnderte AnsprOche 15, 16 und 17 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 

"ErfcUlning nach Artlkal 1 9(1)** (Ragel 46.4) 

S®"-^"^^'^^ l«ann eine ErMAning beigefOgt werden. mit der die Anderungen erlAutert und ihre Auswirtomgen auf die 
Besehreibung und die Zeichnungendaingelegt werden (die nicht nach Artikel 1 9 (l)geAndert werden kdnnen). 

Die Eridftning wird zusammen mil der tntemationalen Anmeldung und den geftnderten AnsprOchen ver6ffentlieht. 
Slo Ist In der Sprache abzufaasen, in der die IntemationaienAnmeldung verAff^lcht wild. 

SiomuB tajrz gehalten sein und darf , wenn in englisoher Sprache abgefaBt Oder ins Englische Obersetzt, nicht mehr als 500 
Worter umf assen 

Die ErWftmng ist nicht zu veniirechsein mit dem BegleitschrB^^^ 

eingermchten Fassung und den geftnderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Uberschnft als seiche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "ErMfirung nach Artiicel 19 (1)". 

Die ErWftnjng darf >»f^^l^rabsetzenden AuBerungen Ober den inter nationaien Recherchenbericht oder die Bedeutung von in dem 
Benefit an^fOhrten Verfiffentbchungen enthalten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefOhrte Ver6ffentlichun- 
gen, cie sich auf einen t>e8fammten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruehs Bezug 
nehmwi. ^ 

Auswirtomgen ainas beralte gestelltan iUitn^gs auf Internal 

Ist zum Zc^nkt der Emreiohung von Andemngen nach Artikel 1 9 bereits etn Antrag auf intematk>nale voriftufige PrOfung 
gTOteni worden,^ sollte der Anmelder in seinem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Andemngen beim Intemation alen 
Sl!lf^*»®*?* Kopie der Andemngen bei der mit der intemationalen vortftufigen PrOfung beauftragen BehOrde einroiohen (siehe 
riagai Di2.z a), erster oatz). 

nauSSto 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daS bei Eintrilt in die nationale Phase mdglichenveise anstatt odor zusfttztich zu der Ober- 
Mtzung der AnsprOc^ m der erngereichten Fassung etne Qbersetzung der nach Artikel 19 geftnderten AnsprOche an die 
besbmmten/ausgewfthiten Amter zu Otiermitteln ist. 

Nfthere Ebizelheiten Ober die Erfordemisse jedes bestimmtan/ausge wfihiten Amts aind Band 11 des PCT-Leitffadens fOr Anmaldar 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formt>latt PCT/lSA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 
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PATENT COOPERATION Tl 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
401167GA 


SeeNotificationofTransmittaloflntemalional Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/DEOO/02748 


International filing date {day/month/year) Priorit>' date {day/montfi/year) 

11 August 2000 (11.08.00) 14 August 1999(14.08.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
GOIN 33/86 


^PP^^%OVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT GESELLSCHAFT FUR MOLEKULARE MEDIZIN 



I . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied bv ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authorit>' (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of. 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


12S1 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 




VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

08 March 2001 (08.03.01) 


Date of completion of this report 

26 November 2001 (26.11.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 




INTERNATIONAL PR^^IINARY EXAMINATION REPORT 



[temational application No. 

PCT/DEOO/02748 



I. Basis of the report 



1. With 



□ 



regard to the elements of the international application:* 
the international application as originally filed 
the description: 

pages . 

pages ^ 

pages 



1-15 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-23 



, filed with the letter of 09 November 20 01 (09,11.2001) 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/3-3/3 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



2 With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
' the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language . wnicn i^. 

rn the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 

I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 
contained in the international application in written form, 
filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statemem that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



4. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages . . 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig . 



(—1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made since they have been considered to go 
I 5. I — I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

* Replacement sheets M have been furnished to the receiving Office in response to '^f^'l^^^^^ 

in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Kute /u.io 
and 70. 17). 

\**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 



Form PCT/IPE A/409 (Box I) (July 1998) 
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International application No. 

INTERNATIONAL ^|||.IMIN ARY EXAMINATION REPORT ^^cj* /qe 00/02748 



FTnt 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-20 



1-20 



1-20 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 

NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: US-A-5 252 712 
D2: US-A-4 769 320 
D3: WO-A-00/58732. 

1. None of the prior art documents cited in the 
international search report discloses the 
determining of a ratio between carboxylated and non- 
carboxylated protein or similar quotients indicated 
in Claim 1. 



The prior art, moreover, is concerned neither with 
the present problem of interest (enabling the 
vitamin K-dependent blood clotting status to be 
determined reliably even a few days after the sample 
has been collected) , nor does it suggest a 
combination of the known methods for determining the 
ratio . 



The method as per Claims 1-10 and the use in this 
method as per Claims 15-21 therefore involves an 
inventive step. 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (Januao' 1994) 
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INTERNATIONAL I^BLIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
CT/DE 00/02748 



Claims 1-10 and 15-23 therefore meet the 
requirements of PCT Article 33(2) and (3). 

Claims 11-14 relate to a special embodiment of a 
test kit which is especially adapted for ratio 
determination (mix signal formation) . This 
embodiment is neither anticipated nor suggested by 
the closest prior art as per Dl or D2 . 



Claims 11-14 are therefore also considered novel and 
inventive (PCT Article 33(2) and (3)). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (Januao' 1994) 



-VH\S 



INTERNATIONAL PJ 



IB 



MINARY EXAMINATION REPORT 




International application No. 
fccT/DE 00/02748 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



3. 



D3 discloses a method which relates to the 



determining of the quotient of carboxylated 
osteocalcin and unmodified or total osteocalcin 
(see abstract) . Furthermore, test kits containing 
the specific antibodies for the respective analytes 
are also disclosed (D3, Claims 9 and 10) . As per 
Claim 20, such test kits are suitable for the 
method as per the invention. 

If the priority of D3 is shown to be valid, the 
document must be taken into account in the regional 
phase particularly with respect to Claims 11-14. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 
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VERTRAG UB^|p>IE INTERNATIONALE ZU 



GEBIET DES PATENTW 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFU 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



MENARBEIT AUF DEM 
NS 



1 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
401167GA-we 


lAfciTCDce f/nD/^cucKi Mitteilung uber die Ubersendung des Intemationalen 
WblTERbS VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Fomiblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/02748 


Internationales AnmeldedatumfTagt/TWonataaftr; 
11/08/2000 


PrioritStsdatum (Tag/Monat/Tag) 
14/08/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder natlonale Klasslfikatlon und iPK 
G01N33/86 



Anmelder 

NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT GESELLSCHAFT FUR MOLEK 



1. Dleser internationaie vorlSufige PrOfungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen PrOfung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter eInschlleBllch dieses Deckblatts. 



S AuBerdem llegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabel handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erfinderlsche Tatigkelt und gewerbliche Anwendbarkelt 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtllch der Neuheit, der erfinderlschen Tdtigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI ^ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
17/02/2001 


Datum der Fertigsteliung dieses Berichts 
26.11.2001 


Name und Postanschrlft der mit der intemationalen vorlaufigen 
PrQfung beauftragten Behdrde: 

^ EuropSisches Patentamt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02748 



I. Grundlage d s B richts 

1 . HInsichtlich der Bestandteiie der Internatlonalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikei 14 hin vorgelegt warden, ge/ten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nictit beigefugt weii sie l<eine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70,17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 5 ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

1 -23 eingegangen am 09/1 1/2001 mit Schrelben vom 08/1 1/2001 



Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 



2. Hinsiclitlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteiie standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofem 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteiie standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabel handelt es sich um 

n die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internatlonalen Recherche eingereicht worden ist (nach 

Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internatlonalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internatlonalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. HInsichtlich der In der internatlonalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokoils durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internatlonalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der Internatlonalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung. daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internatlonalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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Internationales Aktenzelchen PCT/DEOO/02748 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche. Nr.: 

□ Zelchnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Berlcht ist ohne Berucksichtigung (von einlgen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingerelchten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatztiche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 - 20 

Nein: Anspruche 

Erfinderlsche Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-20 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (OA) Ja: Anspruche 1-20 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Belblatt 

VI. Bestlmmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestlmmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 
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rNTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02748 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: US-A-5,252,712 
D2: US-A-4,769,320 
D3: WO-A-00 58732 

SEKTION V: 

1 . Keines der im Recherchenbericht genannten Dokumente des Stands der Technik 
offenbart die Bestimmung eines Verhaltnisses zwischen carboxyliertenn und nicht 
carboxyliertem Protein oder ahnlicher in Anspruch 1 genannter Quotienten. 

Der Stand der Technik befaBt sich zudem weder mit der vorliegenden 
Aufgabenstellung (eine zuverlassige Bestimnnung des Vitamin K abhangigen 
Blutgerinnungsstatus auch einige Tage nach der Probenentnaiime zu 
ermoglichen), noch legt er eine Kombination der bekannten Methoden zu einer 
Verhaltnisbestimmung nahe. 

Das Verfahren gemaB der Anspriiche 1-10 sowie die Ven^/endung in diesem 
Verfahren gemaB der Anspriiche 15-21 beruht somit auch auf erfinderischer 
Tatigkeit. 

Die Anspriiche 1 - 10, 15 - 23 erfullen somit die Erfordernisse von Artikel 33(2) 
und (3) PCT. 

2. Die Anspruche 11-14 beziehen sich auf eine besondere Ausfuhrungsart eines 
Testkits, die besonders fiir eine Verhaltnisbestimmung (Mischsignalbildung) 
angepaBt ist. Diese Ausfiihrungsart ist durch den nachstliegenden Stand der 
Technik gemaB D1 oder D2 weder vonA^eggenommen noch nahegelegt. 

Auch die Anspriiche 11-14 werden somit als neu und erfinderisch angesehen im 
Sinne der Artikel 33(2) und (3) PCT angesehen. 
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SEKTION VI: 

3. D3 offenbart eine Methode, die auf der Bestimmung des Quotienten von carboxy- 
liertem Osteocalcin und nativem Oder Gesamt-Osteocalcin beruht (siehe Zusam- 
menfassung). Desweiteren sind Testkits, die spezifische Antikdrper fiir die 
jeweiligen Analyte enthalten, offenbart (D3, Anspruche 9 und 10). Derartige Test- 
Kits sind gemaB Ansprucli 20 fur das erfindungsgemaBe Verfaliren geeignet. 

Sollte sicli die Prioritat von D3 als giiltig enweisen, muBte es in der reglonalen 
Phase besonders liinsichtlich der Anspruche 11-14 berucksichtigt werden. 



Fbrmblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



Neue Patentanspruche 



1. Verfahren zur indirekten Bestimmung des Blutgerinnungs- 
status mit folgenden Schritten: 

a) Bereitstellen einer Korperf lussigkeitsprobe, die 
ein durch eine Vitamin-K abhangige y-Carboxylase modifi- 
zierbares Protein enthalt, 

b) Ermittlung von mindestens zwei Konzentrationen, 
ausgewahlt aus einer Giruppe bestehend aus einer ersten 
Konzentration (CI) an carboxyliertem Protein, einer zwei- 
ten Konzentration (C2) an decarboxyliertem Protein und 
einer Gesamtkonzentration (C3) an carboxyliertem und de- 
carboxyliertem Protein, wobei die erste Konzentration 
(CI) unter Verwendung eines ersten Antikorpers (Al) , die 
zweite Konzentration unter Verwendung eines zweiten Anti- 
korpers (A2) und die dritte Konzentration (C3) unter Ver- 
wendung eines dritten Antikorpers (A3) ermittelt wird, 

c) Bildung eines ersten Quotienten (Ql) aus erster 
(CI) und zweiter Konzentration (C2) 

Oder 

Bildung eines zweiten Quotienten (Q2) aus dritter (C3) 
und erster Konzentration (CI) 

Oder 

Bildung eines dritten Quotienten (Q3) aus dritter (C3) 
und zweiter Konzentration (C2) , 
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wobei eine zur Bildung des ersten (Ql) , zweiten {Q2) oder 
dritten Quotienten (Q3) erf orderliche und bei Schritt 
lit. b) nicht ermittelte Konzentration (CI, C2, C3) gemaS 
folgender Beziehung: 

C3 - C2 = CI 

errechnet wird 

und 

d) Korrelation des ersten, zweiten oder dritten Quoti- 
enten (Ql, Q2, Q3) mit dem Blutgerinnungsstatus . 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei beim Schritt lit. b) zu- 
satzlich mindestens ein erster Kompetitor (Kl) zur Er- 
mittlung der ersten Konzentration (CI) , ein zweiter Kom- 
petitor (K2) zur Ermittlung der zweiten Konzentration 
(C2) Oder ein dritter Kompetitor {K3) zur Ermittlung der 
dritten Konzentration (C3) verwendet wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei mindestens einer 
der Antikorper (Al, A2, A3) oder mindestens einer der 
Kompetitoren (Kl, K2,K3) mit einer Markierungssubstanz, 
insbesondere einem Enzym, einem Fluoreszenz-Farbstof f , 
einem Quencher, einem Goldpartikel , einem Latexpartikel, 
Biotin, Streptavidin oder Avidin, konjugiert ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
anstatt der Erroittlung der mindestens zwei Konzentratio- 
nen gemaS Schritt lit. b) ein dazu korrelierendes Misch- 
signal unter Verwendung von zwei Antikorpern, ausgewahlt 
aus einer Gruppe bestehend aus dem ersten (Al) , dem zwei- 
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ten (A2) und dem dritten Antikorper {A3), und gegebenen- 
falls mindestens einem der Kompetitoren (Kl, K2, K3) er- 
zeugt und ermittelt und direkt mit dem Blutgerinnungssta- 
tus korreliert wird. 

Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Mischsignal eine, 
insbesondere durch Fluoreszenzf arbstof f e erzeugte, Misch- 
farbe, ein durch den Forster-Ef f ekt hervorgeruf enes Fluo- 
reszenzsignal oder eine durch den Quencher bedingte Ver- 
minderxing eines Fluoreszenzsignals ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Korperflussigkeit Plasma, Blut, Speichel, Urin oder 
dgl. ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Ermittlung der ersten (CI), zweiten (C2) und/oder 
dritten Konzentration (C3) oder des Mischsignals mittels 
eines immunologischen Verf ahrens erf olgt . 

Verfahren nach Anspruch 7, wobei bei dem immunologischen 
Verfahren mindestens einer der Antikorper (Al, A2, A3) 
auf einem Trager, insbesondere einem Kunststoff, einem 
Magnetpartikel, einem Latexpartikel , einem Goldpartikel , 
einem Teststreifen oder einer Membran, immobilisiert ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (CI), zweite (C2) und/oder dritte Konzentration 
(C3) und/oder das Mischsignal mittels einer Farbreaktion 
Oder Fluoreszenzdetektion ermittelt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das durch eine Vitamin-K abhangige y-Carboxylase modifi- 
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zierbare Protein Prothrombin, Faktor VII, Faktor IX, Fak- 
tor X, Nephrocalcin oder Osteocalcin ist. 

11. Kit 2ur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der vor- 
5 hergehenden AnsprOche, mit einem ersten Antikorper (Al) 

zur iramunologischen Bestimmung einer ersten Konzentration 
(CI) der carboxylierten Form des Proteins iind einem zwei- 
ten Antikorper {A2) zur immvmologischen Bestimmung einer 
zweiten Konzentration (C2) der decarboxylierten Form des 
10 Proteins, 

dadurch gekennzeichnet , daS 



15 



20 



25 



30 



erste (Al) und zweite Antikdrper (A2) jeweils mit einer 
Markierungssubstanz konjugiert ist, wobei die Markie- 
rungssubstanzen so gewahlt sind, daS sie gemeinsam ein 
Mischsignal erzeugen k6nnen. 

12. Kit nach Anspruch 11, wobei die Markierungssubstanz ein 
Enzym, ein Fluoreszenz-Farbstof f oder ein Quencher ist. 

13. Kit nach Anspruch 11 oder 12, wobei das Mischsignal eine 
Mischfarbe, ein durch den F6rster-Ef f ekt hervorgeruf enes 
Fluoreszenzsignal oder eine durch einen Quencher bedingte 
Verminderung eines Fluoreszenzsignals ist. 

14. Kit nach einem der Anspruche 11 bis 13, wobei das Protein 
Prothrombin, Faktor VII, Faktor IX, Faktor X, Nephro- 
calcin oder Osteocalcin ist. 

15. Verwendung eines Kits, 
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enthaltend mindestens zwei Antikorper, ausgewahlt aus ei- 
ner Gruppe bestehend aus einem ersten Antikorper (Al) zur 
immunologischen Bestimtnung einer ersten Konzentration 
(CI) der carboxylierten Form des Proteins, einem zweiten 
Antikorper (A2) zur immunologischen Bestimmung einer 
zweiten Konzentration (C2) der decarboxylierten Form des 
Proteins und einem dritten Antikorper (A3) zur immunolo- 
gischen Bestimmung einer Gesamtkonzentration (C3) an car- 
boxyliertem und decarboxyliertem Protein, 

zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
1 bis 10. 

Verwendung nach Anspruch 15, wobei zusatzlich mindestens 
ein erster Kompetitor (Kl) zur Ermittlung der ersten Kon- 
zentration (CI), ein zweiter Kompetitor (K2) zur Ermitt- 
lung der zweiten Konzentration (C2) oder ein dritter Kom- 
petitor (K3) zur Ermittlung der dritten Konzentration 
(C3) enthalten ist. 

Verwendung nach Anspruch 15 oder 16, wobei mindestens ei- 
ner der enthaltenen Antikorper (Al, A2 , A3) oder Kompeti- 
toren (Kl, K2, K3) mit einer Markierungssubstanz, insbe- 
sondere einem Enzym, einem Fluoreszenz-Farbstof f , einem 
Quencher, einem Goldpartikel, einem Latexpartikel , Bio- 
tin, Streptavidin oder Avidin, konjugiert ist • 

Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17, wobei der 
erste (Al) und der zweite Antikorper (A2) auf einem Tra- 
ger, insbesondere einem Kunststoff, einem Magnetpartikel , 
einem Latexpartikel, einem Goldpartikel, einem Teststrei- 
fen Oder einer Membran, immobilisiert sind. 
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9. Verwendung nach Anspruch 18, wobei der Tr^ger ein Test- 
streifen ist und der erste (Al) und der zweite Antikorper 
(A2) jeweils auf einem separaten Feld des Teststreif ens 
aufgenommen sind. 

0. Verwendung nach Anspruch 18 oder 19, wobei ein mit einer 
Markierungssubstanz, insbesondere einem Enzym, einem 
Fluoreszenz-Farbstoff , einem Quencher, einem Goldparti- 
kel, einem Latexpartikel, Biotin, Streptavidin oder Avi- 
din, konjugierter dritter Antikorper (A3) enthalten ist. 

L. Verwendung nach einem der AnsprOche 15 bis 20, wobei der 
dritte Antikorper (A3) auf dem oder einem weiteren Tra- 
ger, insbesondere einem Kunststoff, einem Magnetpartikel , 
einem Latexpartikel, einem Goldpartikel , einem Teststrei- 
fen Oder einer Membran, immobiiisiert ist. 

. Verwendung nach Anspruch 21, wobei der Trager der oder 
ein weiterer Teststreifen ist und der dritte Antikdrper 
(A3) auf einem Feld des Teststreif ens aufgenommen ist. 

. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 22, wobei das 
Protein Prothrombin, Faktor VII, Faktor IX, Faktor X, Ne- 
phrocalcin oder Osteocalcin ist. 
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Verfahren zur indirekten Bestinoining des Blutgerlnnungsstatus 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur indirekten Bestim- 
mung des Blutgerlnnungsstatus. 

5 

Die Bestimmung des Blutgerlnnungsstatus kann Indirekt durch 
Ermlttlung der Prothromblnkonzentratlon in menschllchen Kor- 
perf liissigkel ten erfolgen. Bel Prothrombin handelt es sich um 
ein Protein, welches vorwiegend Im Plasma des menschllchen 
10 Bluts vorkommt . Dieses Protein 1st durch elne Vitamln-K abha- 
nlge y-Carboxylase modlf Izierbar . Prothrombin ist mltverant- 
wortllch fiir die Blutgerlnnung . Es wandelt Fibrinogen in Fi- 
brin um. 

15 Die durch Prothrombin Induzierte Umwandlung des Fibrinogens 
erfolgt nur dann, wenn Prothrombin in natiirllcher carboxy- 
llerter Form vorliegt. Die Carboxylierung erfolgt in der Le- 
ber durch elne Carboxylase unter Bindung des Co-Faktors Vit- 
amin K. Die Aktivitat der Carboxylase ist von der Konzentra- 

20 tion an Vitamin K abhangig. Bei reduzierter Aktivitat der 
Carboxylase entsteht elne abnormale nicht carboxylierte Form 
des Prothrombins, welche nicht gerinnungsaktiv ist. 

Beim gesunden Menschen liegt das Prothrombin in natiirllcher, 
25 d.h. carboxylierter , Form vor. Die Carboxylierung wird durch 
Vitamin-K als Co-Faktor bewirkt . Bei kranken Menschen, insbe- 
sondere bei Menschen mit Leberschaden, oder bei Zugabe von 
Antikoagulantien, kommt Prothrombin auch in der abnormalen 
Form vor. 

30 

Das carboxylierte Prothrombin bewirkt elne Gerlnnung nur 
dann, wenn zuvor Ca^^-lonen gebunden werden. Nur dann ist das 
carboxylierte Prothrombin in der Lage, an die Membranen der 
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Blutplattchen zu binden und eine Gerinnung zu bewirken. Nur 
die carboxylierte Form des Prothrombins kann Calcium binden. 
Somit lafit der Gehalt an carboxyliertem Prothrombin auf den 
Blutgerinnungs status schliefien. 

Aus der US 4,769,320 ist ein Verfahren bekannt, bei dem die 
Ermittlung des Gehalts an carboxyliertem Prothrombin unter 
Ver^endung von Antikorpem mittels Immunoassay erfolgt. Die 
Antikorper sind spezifisch fur carboxyliertes Prothrombin in 
Gegenwart von Calcium. Sie binden nicht an decarboxyliertes 
Prothrombin. Es wird ein Kit zur Bestimmung des Pegels von 
carboxyliertem Prothrombin in einer Plasmaprobe beschrieben, 
der einen solchen Antikorper enthalt. 

Aus der US 5,252,712 ist ein monoklonaler Antikorper bekannt, 
der spezifisch ftir nicht-carboxyliertes Prothrombin ist. Un- 
ter Verwendung dieses Antikorpers lafit sich mittels Immunoas- 
say die Konzentration an nicht-carboxyliertem Prothrombin er- 
mitteln. Auch damit ist eine Aussage liber den Blutgerinnungs- 
status moglich. 

In der US 4,780,410 ist ein Sandwich-Immunoassay-Verf ahren 
zur Quantif izierung von einem decarboxylierten Prothrombin 
offenbart. Bei dem Verfahren wird ein gegen decarboxyliertes 
Prothrombin gerichteter immobilisierter monoklonaler Antik5r- 
per verwendet. Daran bindendes decarboxyliertes Prothrombin 
wird mittels eines zweiten gegen Prothrombin gerichteten An- 
tikorpers detektiert. Es wird auch ein Kit zur Durchfuhrung 
des Verfahrens beschrieben. 

Aus Kornberg A. et al . , Circulation 88 (1993), Seiten 454 - 
460 ist es bekannt, die Konzentration von carboxyliertem Pro- 
thrombin in einer Probe mittels eines Kompetitors zu bestim- 
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men. Dabei konkurriert Peroxidase-markiertes Prothrombin als 
Kompetitor mit dem Prothrombin in der Probe \xm die Bindung an 
einem immobilisierten Anti-Prothrombin-Antikorper . Das an dem 
. Anti-Prothrombin-Antikorper gebundene Peroxidase-markierte 

5 Prothrombin ist mittels einer Enzymreaktion nachweisbar. Die 
Grofie des dabei entstehenden Signals ist ximgekehrt proportio- 
nal zur Prothrombin-Konzentration in der Probe. 

Aus der JP 05 2 84 994 A sind drei monoklonale Antikorper be- 
10 kannt. Ein erster bindet spezifisch an hiimanes decarboxylier- 
tes Prothrombin, ein zweiter spezifisch an hiimanes Prothrom- 
bin, humanes Thrombin und humanes decarboxyliertes Prothrom- 
bin und ein dritter spezifisch an hiimanes decarboxyliertes 
Prothrombin und humanes Prothrombin. 

15 

Aus von Kries, R. et al . , Thrombosis and Haemostasis 68 
(1992), Seiten 383 - 387 ist es bekannt, decarboxyliertes 
Prothrombin im Blut mittels eines ELISAs mit einem monoklona- 
len Antikorper zu bestimmen. 

20 

Nach dem Stand der Technik tritt das Problem auf, daS das zu 
analysierende Probenmaterial nicht immer unmittelbar nach der 
Entnahme der Probe analysiert wird. Durch die Versendung des 
Probenmaterials vergehen mitunter 1 bis 2 Tage . Die meisten 
25 der an der Blutgerinnung beteiligten Faktoren sind hoch emp- 
findlich und schnell inaktiv. Wahrend dieser Zeit wird u.a. 
sowohl carboxyliertes als auch nicht-carboxyliertes Prothrom- 
bin in der Probe abgebaut . Eine Verfalschung der Ergebnisse 
des Blutgerinnungsstatus ist die Folge. 

30 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseitigen, Es soil insbesondere die Genauig- 
keit der Ermittlung des Blutgerinnungsstatus mittels der Be- 
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stiinmung des Prothrombingehalts erhoht werden. Ferner soil 
ein Kit bereitgestellt werden, der eine genauere Ermittlung 
des Blutgerinnungsstatus ermoglicht. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1 und 11 
gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen der Erfindung ergeben 
sich aus den Merkmalen der Anspriiche 2 bis 10 und 12 bis 20. 

Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur indirekten 
Bestimmung des Blutgerinnungsstatus mit folgenden Schritten 
vorgesehen: 

a) Entnahme von Korperf liissigkeit , die ein durch eine Vit- 
amin-K abhangige Y~Carboxylase modif izierbares Protein 
en thai t , 

b) Ermittlung von mindestens zwei Konzentrationen ausgewahlt 
aus einer Gruppe bestehend aus einer ersten Konzentration 
an carboxyliertem Protein, einer zweiten Konzentration 
an decarboxyliertem Protein und einer Gesaintkonzentration 
an carboxyliertem und decarboxyliertem Protein, wobei die 
erste Konzentration unter Verwendung eines ersten Anti- 
korpers, die zweite Konzentration unter Verwendung eines 
zweiten Antikoirpers \ind die dritte Konzentration unter 
Verwendung eines dritten Antikorpers ermittelt wird, 

c) Bildung eines ersten Quotienten aus erster und zweiter 
Konzentration 

Oder 

Bildung eines zweiten Quotienten aus dritter und erster 
Kon z en t rati on 
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Oder 

Bildung eines dritten Quotienten aus dritter und zweiter 
5 Konzentration, 

wobei eine zur Bildvmg des ersten, zweiten oder dritten 
Quotienten erf orderliche und bei Schritt lit- b) nicht 
ermittelte Konzentration gemaS folgender Beziehiing: 

10 

C3 - C2 = CI 
errechnet wird 
15 und 

d) Korrelation des ersten, zweiten oder dritten Quotienten 
itiit dem Blutgerinnungsstatus • 

20 Unter einem durch eine Vitamin-K abhangige Y"Carboxylase mo- 
dif izierbaren Protein wird ein Protein verstanden, das in Ab~ 
hangigkeit des Blutgerinnungsstatus anteilig sowohl in ca- 
boxylierter als auch in decarboxylierter Form vorliegen kann. 
Das Protein kann ein leicht von einem Patienten gewinnbares 

25 Protein, z.B. ein Protein aus dem Speichel, sein. Das Protein 
kann ein Protein sein, das derselben prozentualen Hypomodifi- 
kation unterliegt wie Prothrombin. Ein Antikorper im Sinne 
der Erfindung kann ein Antikorper, ein Antikorperf ragment 
Oder ein sonstiger Stoff mit Bindungsspezif itat fiir die car- 

30 boxylierte Fonrm, die dec ar boxy lierte Form oder beiden Formen 
des Proteins sein. 
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Mit den erf indungsgemaSen Verfahren ist es moglich, auf der 
Basis des Gehalts an modif izierbarem Protein den Blutgerin- 
nungsstatus genau zu ermitteln. Durch die Betrachtung sowohl 
des Gehalts an carboxyliertem Protein als auch des Gehalts an 
5 decarboxyliertem Protein und das Inbeziehungsetzen der beiden 
vorgenannten Proteingehalte werden Fehler bei der Bestinmung 
des Blutgerinnungsstatus minimiert. 

In einer Ausfiihrungsf orm der Erfindung wird beim Schritt lit. 

10 b) zusatzlich mindestens ein erster Kompetitor zur Ermittlung 
der ersten Konzentration, ein zweiter Kompetitor zur Ermitt- 
lung der zweiten Konzentration oder ein dritter Kompetitor 
zur Ermittlung der dritten Konzentration verwendet . Bei dem 
Kompetitor handelt es sich um einen Stoff, der mit dem car- 

15 boxylierten Protein, dem decarboxylierten Protein oder dem 
carboxylierten und dem decarboxylierten Protein um die Bin- 
dung an einem der Antikorper konkurriert - Der Kompetitor kann 
das carboxylierte oder decarboxylierte Protein sein, wobei es 
mit einer Markierungssubstanz versehen ist. Anstatt des voll- 

20 standigen Proteins kaxm auch ein Fragment dieses Proteins als 
Kompetitor verwendet werden. 

Vorzugsweise ist mindestens einer der Antikorper oder minde- 
stens einer der Kompetitoren mit einer Markierungssubstanz, 

25 insbesondere einem Enzym, einem Fluoreszenz-Farbstof f , einem 
Quencher, einem Goldpartikel , einem Latexpartikel , Biotin, 
Streptavidin oder Avidin, konjugiert. Als Enzym kann jedes 
Enzym verwendet werden, das mittels einer enzymatischen Reak- 
tion nachgewiesen werden kann. Die Markierung des Antikorpers 

30 mit einem Goldpartikel erlaubt den Nachweis des gebundenen 
Antikorpers mittels eines Plasmonresonanz-Verf ahrens . 
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Anstatt der Ermittlung der mindestens zwei Konzentrationen 
, gemalS Schritt lit. b) kann auch ein dazu korrelierendes 

Mischsignal unter Veirwendxing von zwei Antikorpern, ausgewahlt 
* aus einer Gruppe bestehend aus dem ersten, dem zwei ten und 

5 dem dritten Antikorper, land gegebenenf alls mindestens einem 
der Kompetitoren erzeugt und ermittelt und direkt mit dem 
Blutgerinnungsstatus korreliert werden- Das Mischsignal ent- 
steht durch das Zusammenwirken lonterschiedlicher Einzelsigna- 
le. Es entspricht dem ersten, zwei ten oder dritten Quotien- 
10 ten. Die Bildung dieser Quotienten gemaS Schritt lit. c) ent- 
fallt. Das Verfahren ist dadurch schneller und einfacher aus- 
fiihrbar. Das Mischsignal kann eine, insbesondere durch Fluo- 
reszenzfarbstof f e erzeugte, Mischfarbe, ein durch den For- 
ster-Effekt hervorgeruf enes Fluoreszenzsignal oder eine durch 
15 den Quencher bedingte Verminderung eines Fluoreszenzsignals 
sein. Die Mischfarbe kann auch durch zwei Enzyme erzeugt wer- 
den, die jewel Is eine spezifische Farbreaktion katalysieren. 
Bei dem Forster-Ef f ekt findet ein strahlungsloser Energie- 
transfer von einem angeregten ersten Fluorophor auf ein un- 
20 mittelbar benachbartes zweites Fluorophor statt. Dadurch geht 
das erste Fluorophor in den Grundzustand iiber, wahrend das 
zweite Fluorophor angeregt wird und f luoresziert . Bei dem er- 
f indungsgemaSen Verfahren konnen z.B. die ersten und zweiten 
Antikorper mit Fluorophoren konjugiert sein, die den Forster- 
25 Effekt ermoglichen. Die Bindung der ersten Antikorper in un- 
mittelbarer Nachbarschaf t zu den zweiten Antikorpern kann 
mittels eines durch den Forster-Ef f ekt hervorgeruf enen Fluo- 
reszenzsignals festgestellt werden. Bei einem strahlungslosen 
Energietransf er vom Fluorophor auf den Quencher findet eine 
30 Loschung der Fluoreszenz statt. Das insgesamt meiSbare Fluo- 
reszenzsignal wird dadurch vermindert. 
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Bei der Korperf liissigkeit kann es sich zweckmaSigerweise um 
Plasma, Blut. Speichel, Urin oder dgl . handeln. Geeignet sind 
grundsatzlich alle Korperf lussigkei ten, in der das modifi- 
zierbare Protein in einem Gehalt enthalten ist, der eine Mes- 
5 sung ermoglicht. 

Nach einem Ausgestaltungsmerkmal der Erfindung erfolgt die 
Ermittlung der ersten, zweiten und/oder dritten Konzentration 
Oder des Mischsignals mittels eines immunologischen Verfah- 

10 rens. Dabei kann bei dem immunologischen Verfahren mindestens 
einer der Antikorper auf einem Trager, insbesondere einem 
Kxinststoff, einem Magnetpartikel , einem Latexpartikel, einem 
Goldpartikel, einem Teststreifen oder einer Membran, immobi- 
lisiert sein. Der Kunststoff kann in Form eines Testrohr- 

15 Chens, eines Teststreif ens , eines Kxinststof fpartikels oder 
einer Vertiefung einer Mikrotiteirplatte vorliegen. 

Die erste, zweite und/oder dritte Konzentration und/oder das 
Mischsignal kann mittels einer Farbreaktion oder Fluoreszenz- 
20 detektion ermittelt werden. Damit ist eine besonders schnelle 
und einfache Eimittlung des Blutgerinnungsstatus moglich. 

Bei dem durch eine Vitamin-K abhangige y-Carboxylase modifi- 
zierbaren Protein handelt es sich vorzugsweise um einen der 

25 in der decarboxylierten Form als "Proteins Induced by Vitamin 
K Antagonism or Absence" (PIVKA-Faktoren) bezeichneten Gerin- 
nungsf aktoren Prothrombin, Faktor VII, Faktor IX oder Faktor 
X, um Nephrocalcin oder um Osteocalcin. Es ist auch moglich, 
zur Bestimmung des Blutgerinnungsstatus andere Proteine zu 

30 benutzen, die von einer Vitamin-K abhangigen Carboxylase car- 
boxyliert werden und ebenfalls mittels oral verabreichbarer 
Anticoagulantien beeinfluSbar sind. Nephrocalcin ist z.B. im 
Urin nachweisbar. Es mu£ bei Benutzung dieses Proteins kein 
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Blut entnommen werden. Das bedeutet fur Patienten, deren 
Blutgerinniingsstatus laufend iiberwacht werden muE, eine er- 
hebliche Erleichterxing . 

5 Es ist ferner ein Kit zur Durchftihrung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens vorgesehen, wobei mindestens zwei Antikorper ent- 
halten sind, ausgewahlt aus einer Gruppe bestehend aus einem 
ersten Antikorper zur immunologischen Bestiitimung einer ersten 
Konzentration der carboxylierten Form des Proteins, einem 

10 zweiten Antikorper zur immunologischen Bestimmung einer zwei- 
ten Konzentration der decarboxylierten Form des Proteins und 
einem dritten Antikorper zur immunologischen Bestimmung einer 
Gesamtkonzentration an carboxyliertem und decarboxyliertem 
Protein - 

15 

Es kann sich beim ersten, zweiten und dritten Antikorper um 
nach dem Stand der Technik bekannte Antikorper handeln. Sei- 
che Antikorper sind z.B. aus der US 5,252,712 und US 
4,769,320 bekannt, deren Inhalt hiermit in die Beschreibung 
20 einbezogen wird. 

In dem Kit kann zusatzlich mindestens ein erster Kompetitor 
zur Ermittlung der ersten Konzentration, ein zweiter Kompeti- 
tor zur Ermittlung der zweiten Konzentration oder ein dritter 

25 Kompetitor zur Ermittlung der dritten Konzentration enthalten 
sein. . Mindestens einer der in dem Kit enthaltenen Antikorper 
Oder Kompetitoren kann mit einer Markierungssubstanz , insbe- 
sondere einem Enzym, einem Fluoreszenz-Farbstof f , einem Quen- 
cher, einem Goldpartikel , einem Latexpartikel , Biotin, Strep- 

30 tavidin oder Avidin, konjugiert sein. 

Vorzugsweise sind der erste und der zweite Antikorper auf ei- 
nem Trager immobilisiert . Der Trager kann ein Kunststoff, ein 
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Magnetpartikel, ein Latexpartikel , ein Goldpartikel , ein 
Teststreifen oder eine Membran sein. 1st der Trager ein Test- 
streifen, konnen der erste und der zweite Antikorper jeweils 
auf einem separaten Feld des Teststreif ens auf genommen sein. 
5 Vorzugsweise ist in dem Kit ein mit einer Markierungssub- 
stanz, insbesondere einem Enzym, einem Fluoreszenz-Farbstof f , 
einem Quencher, einem Goldpartikel , einem Latexpartikel, Bio- 
tin, Strep tavi din oder Avidin, konjugierter dritter Antikor- 
per enthalten. Das ermoglicht eine besonders einfache Ermitt- 
10 lung des jeweiligen Gehalts z.B. mittels einer Farbreaktion 
auf dem Teststreifen. 

In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung ist der dritte 
AntikoiT^er auf dem oder einem weiteren Trfiger, insbesondere 

15 einem Kunststoff , einem Magnetpartikel , einem Latexpartikel , 
einem Goldpartikel / einem Teststreifen oder einer Membran, 
immobilisiert . Ist der Trager der oder ein weiterer Test- 
streifen, kann der dritte AntikSrper auf einem Feld des Test- 
streif ens auf genommen sein. Bevorzugt sind in dem Kit mit je- 

20 weils einer Mar kierungs subs tanz, insbesondere einem Enzym, 
einem Fluoreszenz-Farbstof f oder einem Quencher, konjugierte 
erste und zweite Antikorper enthalten, wobei die Markieriings- 
substanzen so gewahlt sind, daS sie gemeinsam ein Mischsi- 
gnal, insbesondere eine Mischfarbe, ein durch den Forster- 

25 Effekt hervorgeruf enes Fluoreszenz signal oder eine durch ei- 
nen Quencher bedingte Verminderung eines Fluoreszenzsignals , 
erzeugen konnen. Das Mischsignal entspricht dem ersten Quoti- 
enten • 

30 Bei dem Protein handelt es sich vorzugsweise um Prothrombin, 
Faktor VII, Faktor IX, Faktor X, Nephrocalcin oder Osteo- 
calcin. 
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Nachfolgend wird das erf indungsgemaSe Verfahren anhand der 
Zeichnung erlautert : Es zeigen 

Fig. 1 die Korrelation des Blutgerinniingsstatus mit 
5 cPT/dcPT, 

Fig. 2 die Korrelation des Blutgerinnungsstatus mit 
dcPT/cPT und. 



10 Fig. 3 die Korrelation des Blutgerinnungsstatus mit dcPT. 

In Fig. 1 ist der Quotient aus den Konzentrationen von car- 
boxyliertem und decarboxyliertem Prothrombin iiber dem Blutge- 
rinnungsstatus INR aufgetragen. Die Konzentrationen sind hier 
15 als OD-Werte gemessen. Bei einem ermittelten Quotienten von 
0,5 ergibt sich ein Blutgerinnungsstatus INR von 3,8. 



In Fig. 2 ist der Quotient aus den Konzentrationen von decar- 
boxyliertem und carboxyliertem Prothrombin liber dem Blutge- 
20 rinnungsstatus aufgetragen. Es ist ersichtlich, dafi der Quo- 
tient hier besonders gut mit dem Blutgerinnungsstatus INR 
korreliert . 



Fig. 3 zeigt die nach dem Stsmd der Technik bekannte Korrela- 
25 tion von dcPT mit dem Blutgerinnungsstatus INR. Diese veran- 
dert sich mit zunehmendem Alter der Proben. 



Beispiel 1: 

Fiir Serienmessungen besonders geeignet ist der sogenannte 
30 ELISA auf einer Mikrotiterplatte . 



a ) Pr obenvorber ei tung : 
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Die Kavitaten einer Mikrotiterplatte (Maxisorb, NUNC) warden 
uber Nacht bei 4°C mit je SO/xl eines Antikorpers (10/xg/ml in 
Carbonatpuf f er) beschichtet. Die Kavitaten werden dreimal mit 
PBS gewaschen. Unspezif ische Bindungsstellen werden eine 
5 Stunde bei Ziiraner temper a tur mit SO/xl 1% BSA in PBS pro Kavi- 
tat abgesattigt. Anschliefiend werden die Kavitaten dreimal 
mit PBS/0,05% Tween 20 gewaschen, 

AnschlieEend werden die folgenden jeweils 1:50 in PBS/0,1% 
10 BSA verdiinnten Proben aufgetragen (SOjul/Kavitat ) : 

Kalibrierplasmen, 
Normalplasma , 
Patientenplasma und 
15 Prothrombindef izientes Plasma (negative Kontrolle) . 

Die Mikrotiterplatte wird eine Stunde bei Ziramer tempera tur 
inkubiert. AnschlieSend werden die Kavitaten dreimal mit 
PBS/0,05% Tween 20 gewaschen. Es werden SO/Ltl/Kavitat Kanin- 

20 Chen Anti-Gesamt- Prothrombin ilOfig/ml) zufiigt, Dann wird die 
Mikrotiterplatte eine Stunde bei Zimmer tempera tur inkubiert - 
Die Kavitaten werden anschliefiend dreimal mit PBS/ 0,05% Tween 
20 gewaschen. Es werden SO/il/Kavitat Ziege-anti-Kaninchen- 
Antikorper, Biotin-konjugiert (Dianova, 1:20000 in PBS/0,1% 

25 BSA), zufiigt. Die Mikrotiterplatte wird eine Stunde bei Zim- 
mertemperatur inkubiert. AnschlieSend werden die Kavitaten 
dreimal mit PBS/0,05% Tween 20 gewaschen. 

Es werden 50Ml/Kavitat Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (Ro- 
30 che Diagnostics, 1:1000 in Konjugatpuf f er ) zufiigt. Die Mikro- 
titerplatte wird eine Stxinde bei Zimmer tempera tur inkubiert. 
Anschliefiend werden die Kavitaten dreimal mit PBS/0,05% Tween 
20 gewaschen. 
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Zur Durchfiihrung der Entwicklungsreaktion warden SO/xl/Kavitat 
ABTS-Losung (Roche Diagnostics, Img/ml) zuf iigt . Die Mikroti- 
terplatte wird eine halbe bis eine Stunde bei Zimmertempera- 
5 tur inkubiert- Die Absorbtionswerte (OD-Werte) werden in ei- 
nem ELISA- Reader gemessen. 

Es versteht sich, daS das Verfahren erheblich verkurzt werden 
kann, wenn bereits der zur Detektion gebundenen Prothrombins 

10 verwendete Ant i -Prothrombin- Ant ikorper eine Markierungssub- 
stanz, wie Peroxidase oder ein anderes Enzym, aufweist. Eine 
weitere Verkurzung des Verfahrens kann durch Verwendung einer 
direkt detektierbaren Markieningssubstanz , wie einem Fluoro- 
phor, erreicht werden. Bei Verwendung einer solchen Markie- 

15 rungssubstanz ist keine Entwicklxingsreaktion erf orderlich. 

b) Auswertung: 
Es werden 

20 aa) die OD-Werte des Gesamt- Pro thrombins (Kavitaten sind mit 
monoklonalen Anti-Gesamt-Prothrombin-Antikorpern beschich- 
tet) , 

bb) die OD-Werte des decarboxylierten Prothrombins (Kavita- 
25 ten sind mit monoklonalen Anti-Decarboxy-Prothrombin- 
Antikorpern beschichtet) und 

cc) die OD-Werte des carboxylierten Prothrombins (Differenz 
zwischen den OD-Werten des Gesamt-Prothrombins und den OD- 
30 Werten des decarboxylierten Prothrombins) 



bestimmt . 
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Dann werden Eichk-arven aus den gemessenen OD-Werten (siehe 
Fig. 1-3: Punkte A,B,C und D) der Kalibrierplasmen erstellt 
und der INR der Patientenplasmen berechnet. 

5 Es versteht sich, daS der Gerinnungsstatus auch durch Entiitt- 
lung der entsprechenden Konzentrationen anderer durch eine 
Vitamin-K abhangige y-Carboxylase inodif izierbarer Proteine 
als Prothrombin ermittelt werden kann. Solche Proteine sind 
z.B. Faktor VII, Faktor IX, Faktor X, Nephrocalcin oder 
10 Osteocalcin. 

Beispiel 2 : 

Die Kavitaten einer Mikrotiterplatte (Maxisorb, NUNC) werden 
iiber Nacht bei 4°C itiit je SO/xl eines gegen carboxyliertes \ind 

15 decarboxyliertes Prothrombin oder eines nur gegen decarboxy- 
liertes Prothrombin gerichteten Antikorpers (lO/Ltg/nil in Car- 
bonatpuffer) beschichtet. Die Kavitaten werden dreimal mit 
PBS gewaschen. Unspezif ische Bindiingsstellen werden eine 
Stunde bei Zimmerteinperatur mit 50ai1 1% BSA in PBS pro Kavi- 

20 tat abgesattigt. Anschlie&end werden die Kavitaten dreimal 
mit PBS/ 0,05% Tween 20 gewaschen. 

Peroxidase-markiertes decarboxyliertes Prothrombin wird zu- 
sammen mit den folgenden jeweils 1:50 in PBS/0,1% BSA ver- 
25 diinnten Proben in einer Endkonzentrationen von 3 0 ixg/ml in 
die Antikorper-beschichteten Kavitaten der Mikrotiterplatte 
gegeben ( 5 0^1 /Kavi tat) : 

Kalibrierplasmen, 
30 Normalplasma, 

Patientenplasma und 

Prothrombindef izientes Plasma (negative Kontrolle) . 
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Die Mikrotiterplatte wird eine Stionde bei Zimmertemperatur 
inkubiert . AnschlieSend werden die Kavitaten dreimal mit 
PBS/0,05% Tween 20 gewaschen. Es werden 50Ml/Kavitat ABTS- 
Losung (Roche Diagnostics, Img/ml) zugefiigt. Die Mikrotiter- 
5 platte wird eine halbe bis eine Stunde bei Zimmertemperatur 
inkubiert. Die OD-Werte in den Kavitaten der Mikrotiterplatte 
werden im ELISA- Reader gemessen. Je hoher der OD-Wert in ei- 
ner Kavitat ist, desto geringer ist die Konzentration des 
Prothrombins in der jeweiligen Probe. Die Prothrombinkonzen- 

10 tration im Patientenplasma wird aufgrund einer mittels der 
Kalibrierplasmen erstellten Eichkurve ermittelt. Mit dem An- 
tikorper gegen carboxyliertes \ind decarboxyliertes Prothrom- 
bin beschichtete Kavitaten werden zur Bestimmung der Gesamt- 
konzentration des carboxylierten xind decarboxylierten Pro- 

15 thrombins verwendet. Kavitaten, die mit dem gegen decarboxy- 
liertes Prothrombin gerichteten Antikorper beschichtet sind, 
dienen zur Bestimmung der Konzentration an decarboxyliertem 
Prothrombin. Die ermittelte Gesamtkonzentrationen an carboxy- 
liertem und decarboxyliertem und die Konzentration an decar- 

20 boxyliertem Prothrombin werden zueinander ins Verhaltnis ge- 
setzt. Aus dem resultierenden Quotienten kann anhand der Quo- 
tienten fur die Kalibrierplasmen der Gerinnungsstatus ermit- 
telt werden. 
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Pa t en t an spr iiche 

1. Verfahren zur indirekten Bestimmung des Blutgerinnungs- 
status mit folgenden Schritten: 

a) Entnahme von Korperf liissigkeit , die ein durch eine 
Vitamin-K abhangige yCarboxylase modif izierbares Protein 
enthalt, 

b) Ermittlung von itiindestens zwei Konzentrationen, 
ausgewahlt aus einer Gruppe bestehend aus einer ersten 
Konzentration (CI) an carboxyliertem Protein, einer zwei- 
ten Konzentration (C2) an decarboxyliertem Protein und 
einer Gesamtkonzentration (C3) an carboxyliertem und de- 
carboxyliertem Protein, wobei die erste Konzentration 
(CI) unter Verwendung eines ersten Antikorpers (Al) , die 
zweite Konzentration tinter Verwendung eines zweiten Anti- 
korpers (A2) und die dritte Konzentration (C3) unter Ver- 
wendung eines dritten Antikoirpers (A3) ermittelt wird, 

c) Bildung eines ersten Quotienten (Ql) aus erster 
(CI) und zweiter Konzentration {C2) 

Oder 

Bildung eines zweiten Quotienten (Q2) aus dritter (C3) 
und erster Konzentration (CI) 

Oder 

Bildung eines dritten Quotienten (Q3) aus dritter (C3) 
und zweiter Konzentration (C2), 
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wobei eine zur Bildung des ersten (Ql) , zweiten (Q2) oder 
dritten Quotienten (Q3) erf orderliche und bei Schritt 
lit. b) nicht ermittelte Konzentration (CI, C2 , C3 ) gemaS 
fol gender Beziehung: 

C3 - C2 = CI 

errechnet wird 

und 

d) Korrelation des ersten, zweiten oder dritten Quoti- 
enten (Ql, Q2, Q3) mit dem Blutgerinnxingsstatus . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei beim Schritt lit. b) zu- 
satzlich mindestens ein erster Kompetitor (Kl) zur Er- 
mittlung der ersten Konzentration (CI) , ein zweiter Kom- 
petitor (K2) zur Ermittlung der zweiten Konzentration 
(C2) Oder ein dritter Kompetitor (K3) zur Ermittlung der 
dritten Konzentration (C3) verwendet wird. 

3 . Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 , wobei mindestens einer 
der Antikorper (Al, A2, A3) oder mindestens einer der 
Kompetitoren (Kl, K2,K3) mit einer Markierxingssubstanz, 
insbesondere einem Enzym, einem Fluoreszenz-Farbstof f , 
einem Quencher, einem Goldpartikel, einem Latexpartikel, 
Biotin, Streptavidin oder Avidin, konjugiert ist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
anstatt der Ermittlung der mindestens zwei Konzentratio- 
nen gemaE Schritt lit. b) ein dazu korrelierendes Misch- 
signal unter Verwendiing von zwei Antikorpern, ausgewahlt 
aus einer Gruppe bestehend aus dem ersten (Al) , dem zwei- 
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ten {A2) und dem dritten Antikorper (A3), und gegebenen- 
falls mindestens einem der Kompetitoren (Kl, K2, K3) er- 
zeugt und ermittelt und direkt itiit dem Blutgerinnungssta- 
tus korreliert wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Mischsignal eine, 
insbesondere durch Fluoreszenzf arbstof f e erzeugte, Misch- 
farbe, ein durch den F6rster-Ef f ekt hervorgeruf enes Fluo- 
reszenzsignal oder eine durch den Quencher bedingte Ver- 
minderung eines Fluoreszenzsignals ist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Korperf lussigkeit Plasma, Blut, Speichel, Urin oder 
dgl - ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Ermittlung der ersten (CI), zweiten (C2) und/oder 
dritten Konzentration (C3) oder des Mischsignals mittels 
eines immxmologischen Verfahrens erfolgt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei bei dem immimologischen 
Verfahren mindestens einer der Antikorper (Al, A2, A3) 
auf einem Trager, insbesondere einem Kunststoff, einem 
Magnetpartikel, einem Latexpartikel , einem Goldpartikel, 
einem Teststreifen oder einer Membran, immobilisiert ist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (CI) , zweite (C2) und/oder dritte Konzentration 
(C3) xind/oder das Mischsignal mittels einer Farbreaktion 
Oder Fluoreszenzdetektion ermittelt wird. 



10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das durch eine Vitamin-K abhangige ^Carboxylase modifi- 
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zierbare Protein Prothrombin, Faktor VII, Faktor IX, Fak- 
tor X, Nephrocalcin oder Osteocalcin ist. 

11. Kit zur Durchfiihriing des Verfahrens nach einem der vor- 
5 hergehenden Ansprtiche, wobei inindestens zwei Antikorper 

enthalten sind, ausgewahlt aus einer Gruppe bestehend aus 
einem ersten Antikorper (Al) zur immunologischen Bestim- 
mung einer ersten Konzentration (CI) der carboxylierten 
Form des Proteins, einem zwei ten Antikorper (A2) zur im- 
10 munologischen Bestimmung einer zweiten Konzentration (C2) 

der decarboxylierten Form des Proteins oind einem dritten 
Antikorper {A3) zur immunologischen Bestimmung einer Ge- 
samtkonzentration (C3) an carboxyliertem \ind decarboxy- 
liertem Protein. 

15 

12. Kit nach Anspruch 11, wobei zusatzlich mindestens ein er- 
ster Kompetitor (Kl) zur Ermittlung der ersten Konzentra- 
tion (CI), ein zweiter Kompetitor (K2) zur Ermittlung der 
zweiten Konzentration (C2) oder ein dritter Kompetitor 

20 (K3) zur Ermittlung der dritten Konzentration (C3) ent- 

halten ist. 

13. Kit nach Anspruch 11 oder 12, wobei mindestens einer der 
enthaltenen Antikorper (Al, A2, A3) oder Kompetitoren 

25 (Kl, K2, K3) mit einer Markierungssubstanz , insbesondere 

einem Enzym, einem Fluoreszenz-Farbstof f , einem Quencher, 
einem Goldpartikel , einem Latexpartikel , Biotin, Strepta- 
vidin Oder Avidin, konjugiert ist. 

30 14. Kit nach einem der Anspriiche 11 bis 13, wobei der erste 
(Al) und der zweite Antikorper (A2) auf einem Trager, 
insbesondere einem Kunststoff, einem Magnetpartikel, ei- 
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nem Latexpartikel, einem Goldpartikel , einem Tests treif en 
Oder einer Membran/ immobilisiert sind. 

15. Kit nach Anspruch 14, wobei der Trager ein Teststreifen 
5 ist und der erste (Al) und der zweite Antikorper (A2) je- 

weils auf einem separaten Feld des Teststreif ens aufge- 
nommen sind. 

16. Kit nach Anspruch 14 oder 15, wobei ein mit einer Markie- 
10 rungs subs tanz , insbesondere einem Enzym, einem Fluores- 

zenz-Farbstof f , einem Quencher, einem Goldpartikel , einem 
Latexpartikel , Biotin, Streptavidin oder Avidin, konju- 
gierter dritter Antikorper (A3) enthalten ist. 

15 17. Kit nach einem der Anspriiche 11 bis 16, wobei der dritte 
Antikorper (A3) auf dem oder einem weiteren Trager, ins- 
besondere einem Kunststoff, einem Magnetpartikel, einem 
Late^cpartikel, einem Goldpartikel, einem Teststreifen 
Oder einer Membran, immobilisiert ist. 

20 

18. Kit nach Anspruch 17, wobei der Trager der oder ein wei- 
terer Teststreifen ist und der dritte Antikorper (A3) auf 
einem Feld des Teststreif ens aufgenommen ist. 

25 19. Kit nach Anspruch 17 oder 18, wobei mit jeweils einer 
Markierungssubstanz, insbesondere einem Enzym, einem 
Fluoreszenz-Farbstof f oder einem Quencher, konjugierte 
erste (Al) und zweite Antikorper (A2) enthalten sind, wo- 
bei die Markierungssubstanz en so gewahlt sind, daS sie 

30 gemeinsam ein Mischsignal, insbesondere eine Mischfarbe, 

ein durch den F6rster-Ef f ekt hervorgeruf enes Fluoreszenz- 
signal oder eine durch einen Quencher bedingte Verminde- 
rung eines Fluoreszenzsignals, erzeugen konnen. 
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20. Kit nach einem der Anspruche 11 bis 19, wobei das Protein 
Prothrombin, Faktor VII, Faktor IX, Faktor X, Nephro- 
calcin oder Osteocalcin ist. 
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Korr iation INR mit Ratio cPT/dcPT 

3 T 
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INR 



Fig. 1 
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Korreiation INR mit Ratio dcPT/cPT 




INR 



Fig. 2 
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^R-l^tl USER DIE INTERNATIONALE ZUSAMA^l^I 
TWESENS (PCT) VERdFFENTLICHTE INTERNATIONAI 



(12) NACH DEM VERSB USER DIE INTERNATIONALE ZUSAMAOKRBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VERdFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 

lllillBillilttlBIIDiililililllll 

(43) Internationales VerdfTentlichungsdatum (10) Internationale VerdfrentUchungsnunimer 

22. Februar 2001 (22.02.2001) pCT WO 01/13123 A3 

(51) Internationale Patentidassifikation'^: G€1N (74) Anwalt: GASSNER, Wolfgang; Nagelsbachstrasse 49 A, 

33/58, 33/543 D-91052 Eriangen (DE). 

(21) Internationales Aktenzeicben: PCr/DE0(V02748 (81) Bestimmnngsstaaten (national)*. AE, AG, AL, AM, AT, 

AU, AZ, BA, BE, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, 

(22) Internationales Anmeldedatum: CZ, DE, DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD. GE, GH, GM, 

1 1. August 2000 (1 1.08.2000) HR, HU, ID, BL, IN. IS, JP, KE, KG. KP. KR, KZ, LC, LK, 

LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 

(25) Einieichungsspmche: Deutsch MZ^ NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD. SE, SG, SI, SK, SL, 

TJ,TM,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VN,YU,ZA,ZW: 

(26) VeroCfentlichungssprache: Deutsch 

(84) Bestimmungsstaaten (regional)-. ARIPO-Patent (GH, 
(30) Angaben zur Prioritat: KE' LS. MW, MZ, SD, SL. SZ, TZ, UG, ZW). eura- 

199 37 654.9 14. August 1999 (14.08. 1999) DE sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU. TJ, TM), 

199 41 447.5 31. August 1999 (31.08.1999) DE europaisches Patent (AT. BE, CH, CY, DE, DK, ES, Fl, 

FR, GB, GR, IE, FT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent 
(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme ^aP, BJ, CF CG, O, CM, GA, GN. GW, ML, MR, NE, 

von US): NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT SN,TO,TG). 

= GESELLSCHAFT FUR MOLEKULARE MEDIZIN 

= [DE/DEl; Ulrich-Schalk-Str. 3a, D-91056 Eriangen (DE). Vcroffentiicht: 

B — 'ni'r intemationalem Recherchenbericht 

S (72) Erfinder; und 

S (75) Erfinder/Anmelder (nur jur US)\ BERTUNG, Wolf (88) VerGCTentlichungsdatuni des internationalen 

S [DE/DE]; Meisenweg 22, D-91056 Eriangen (DE). Recherchenberichts: 30. August 2001 

= [Fortsetzung auf der nachsten Seite] 

^ (54) Title: METHOD FOR INDIRECTLY DETERMINING THE BLOOD-CLOTTENG STATUS 

= (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR INDIREKTEN BESTIMMUNG DES BLUTGERINNUNGSSTATUS 

= (57) Abstract: The invention relates to a method for indirectly determining the blood-clotting status. The inventive method com- 
™ prises the following steps: a) collecting body fluids which contain a protein that can be modified by a vitamin K-d^ndent y-car- 
S boxylase, b) determining at least two concentrations selected from a group consisting of a first concentration (CI) of carboxylated 
= protein, a second conc^tration (C2) of decarboxylated protein and an entire concentration (C3) of carboxylated and decaiboxylated 
S protein, whereby the first concentration (CI) is determined using a first antibody (Al), the second concentration using a second 
^ antibody (A2) and the third concentration (C3) using a third antibody (A3), c) generating a first quotioit (Ql) from the first (CI) 
B and second concentration (C2) or generating a second quotient (Q2) from the third (C3) and first concentration (CI) or generating 
~ a third quotient (Q3) from the third (C3) and second concentration (C2), whereby a concentration (CI, C2, C3) which has not been 
determined in step b) and which is required for generating the first (Ql), the second (Q2) or the third quotient (Q3) is calculated 
according to the following relation: C3 - C2 = CI and d) the first, second or third quotient (Ql, Q2, Q3) are correlated with the 
blood-clotting status. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung b^rifit ein Verfahren zur indirekten Bestimmung des Blutgeriimungsstatus mit folgenden 
Schritten: a) Entnahme von Korperfliissigkeit, die ein durch eine Vitamin-K abhangige y-Carboxylase modifizierbares Protein ent- 
halt; b) Ermittlung von mindestens zwei Konzentrationen ausgewahlt aus einer Gruppe bestehend aus einer ersten Konzentration (CI) 
an carboxylierten Protein, einer zweiten Konzentration (C2) an decarboxyliertem Protein und einer Gesamtkonzentration (C3) an 
l2 carboxylieitem und decarboxyliertem Protein, wobei die erste Konzentration (CI) unter Verwoidung eines ersten Antikdrpers (A I), 
die z weite Konzentration unter Verwendung eines zweiten Antik5rpers (A2) und die dritte Konzentration (C3) unter Vowendui^ ei- 
2 nes dritten Antikdrpers (A3) ermittelt winl; c) Bildung eines ersten Quotienten (Ql) aus erster (CI) und zweiter Konzeatration (C2X 
Oder BOdung eines zweiten Quoti^iten ((J2) aus dritter (C3) und erster Konzoitration (CI), oder Bildimg eines dritten (Juotioiten 
O (Q3) aus dritter (C3) und zweiter Konzentration (C2), wobei eine zur Bildung des ersten (Ql), zwdt^ (Q2) oder dritten (Quotienten 
^ (Q3) erforderliche und bei Schritt lit (b) nicht ennittelte Konzaittation (CI, C2, C3) gemaB folgender Beziehung: C3 - C2 = CI 
^ enechnet wird; und d) Korrelation des mten, zweiten oder dritten (^otienten (Ql, (^, Q3) mit dem Blutgerinnungsstatus. 
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Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
AbkUrzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Arrfangjeder regidaren Ausgabe 
der PCT^azette verwiesen. 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZU 
,|||^F DEM GEBIET DES PATENT 



# 



MMENARBEIT 
ENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCI^ENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
401167GA 


WEITERES siehe MItteilung uber die Ubermittlung des intern ationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/02748 


Internationaies Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

11/08/2000 


(Friihestes) Prior itatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

14/08/1999 


Anmelder 

NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT GESELLSCHAFT FOR MOLEK 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen RecherchenbehGrde erstellt und wlrd dem Anmelder gemafl 
Artikel 18 Obermittelt. Eine Kopie wird dem internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

Pn Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Behcht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bel. 



1 . Grundiage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundiage der internationalen Anmeldung In der Sprache 
durchgefuhrt worden. In der sle eingerelcht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die internationale Recherche ist auf der Grundiage einer bei der Behdrde eingerelchten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundiage des Sequenzprotokoils durchgefuhrt worden, das 
I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der Internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtragiich in computerlesbarer Form eingereicht worden Ist. 

Die Erkiarung, daB das nachtrSglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erkiarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte AnsprQche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 

□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

Pn wlrd der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

, , wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. 



I I wIe vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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A. KLASSIFIZIERUNC DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N33786 G01N33/58 G01N33/543 



Nach der Intemationalen Pate nlklasslf ikation (IPK) odernach der nattonaten Klassifikalion und der fPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



RechefCiiierter Mindestprufsioff (Klassilikationssystem und Klassitikationssymt>ole ) 

IPK 7 GOIN C12Q 



Recherchierte ater nicht zum Mtndestprufstoff geh6fende Verdffentiichungen. soweit diese unter die recherchierien Gebiete fallen 



Wahrend der intemaiionaien Recherche konsultierte elektronische Oatenbank (Name der Datenbank und evtl. venwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, BIOSIS 



C. ALS WESENTLICHANGESEHENEUNTERLAGEN 



Kategorie** Bezeichnung der Verdffentttchung, soweit erforder1k:h unter Angabe der in Betracht konrvnenden Teae 



Belr. Anspnjch Nr. 



us 5 252 712 A (FURIE BRUCE E 
12. Oktober 1993 (1993-10-12) 
1n der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



ET AL) 



US 4 769 320 A (FURIE BRUCE E ET AL) 
6. September 1988 (1988-09-06) 
1n der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-20 



1-20 



Weitere Verdtf entlKhungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Stehe Anhang Patentfamille 



" Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A* Verdffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik detiniert, 
aber nk^t als tiesonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' altems Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem intematranaien 
AnmekJedatum veroffentiicht worden ist 

'L* Veroffentlichung. die geeignei Ist. einen Pnoritdtsanspruch zwelfelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Veroffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Verdffentlk:hung l>eiegt werden 
soil Oder die aus etnem anderen besonderen Gnind angeget>en ist (vne 
ausgefuhrt) 

'O* VerDffentik:hung. die sich auf eine mundlx:he Offenbanjng, 

eine Benutzung. eine Aussleliung Oder andere MaBnahmen bezieht 

'P" Veroffentlichung. die vor dem intemationalen Anmektedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioriiatsdalum venMTentlicht worden ist 



'T* Spalere Veroffentik^hung. die nach dem intemationalen Anmektedatum 
Oder dem Prioritdtsdatum veroffentiicht worden ist und mit der 
Anmeldung ntehi kollkjiert. sondem nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugnindeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X* VerdfTentttchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann aflein aufgrund dieser Verdffentik^hung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit berunend betrachtet werden 

'Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nk;ht als auf erfinderischer Tatigkeit bemhend betrachtet 
werden. wenn die VeroffentUchung mit einer Oder mehreren anderen 
Verdffentltchungen dieser Kalegorie in Verbindung gebracht winJ und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

'&* Veroffentlichung. die Mitglied derselben PatentfamiQe ist 



Datum des Abschlusses der intemattonalen Recherche 



19. Februar 2001 



Absendedalum des intematkMialen Recherchenberichts 



27/02/2001 



Name und Postanschrift der Intemattonaien Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt. P.6. 5818 Palentlaan 2 
NL-2280HVRiiswijk 
Tel <+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 
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C.(Foftsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Ver6ffentltchung. soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspructi Nr. 



WEINSTOCK DAVID M ET AL: "Comparison of 

plasma prothrombin and factor VII and 

urine prothrombin Fl concentrations in 

patients on long-term warfarin therapy and 

those in the initial phase." 

AMERICAN JOURNAL OF HEMATOLOGY, 

Bd. 57, Nr. 3, Marz 1998 (1998-03), Seiten 

193-199, XP002092275 

ISSN: 0361-8609 

Zusammenfassung 

DE 40 08 546 A (TAKARA SHUZO CO) 
20. September 1990 (1990-09-20) 
Anspriiche 1-6 

UO 99 09058 A (KAEKOENEN SANNA MARIA 
;VAEAENAENEN H KALERVO (FI); HELLMAN JUKKA 
() 25. Februar 1999 (1999-02-25) 
Seite 27, Zeile 1 - Zeile 10 

WO 00 58732 A (KAEKOENEN SANNA MARIA 
;VAEAENAENEN H KALERVO (FI); LOEVGREN TIMO 
() 5. Oktober 2000 (2000-10-05) 
das ganze Dokument 
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US 4 780 410 A (MOTOHARA KUNIHIKO 
25. Oktober 1988 (1988-10-25) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



ET AL) 
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